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OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Mohameda Sulimana Mahmuda p.t.

"The use of liposomal formulations of natural bioactive substances and anthracyclines
in combinatory therapy of pancreatic cancer''.

Nowotwory trzustki naleza do grupy nowotworéw o ztych rokowaniach, z uwagi na
brak efektywnych metod terapii. Ten znany fakt sklonil Pana mgr Mohameda Sulimana
Mahmuda do rozpoczgcia prac badawczych, ktorych celem byloby znalezienie bardziej
skutecznych sposobéw zwalczajacych t¢ Smiercionosng chorobe.

Badania rozpoczat Autor od rozeznania anatomii i morfologii trzustki oraz jej witalnej
roli w organizmie, jako narzadu wytwarzajacego zaréwno enzymy trawienne, jak i hormony
kontrolujace poziom cukru w organizmie. Nast¢pnie Autor przeszed! do zdefiniowania i
klasyfikacji nowotworéw trzustki, gdzie, jak si¢ okazuje, 95% to adenocarcinoma komérek
egzokrynologicznych (PAC). Niska skuteczno$¢ terapii PAC zwigzana jest nie tylko z
wykrywaniem nowotworu w p6znym stadium, gdy juz nastapily przerzuty, ale takze (a moze
przede wszystkim) z niska skutecznoscig terapii klinicznych, zaréwno w postaci metod
chirurgicznych, jak i chemoterapeutycznych. Skupiajac si¢ na tych ostatnich, Autor
stwierdzil, ze wigkszo$¢ stosowanych standardowo lekéw , takich jak gemcytabina, 5-FU,
kapecytabina czy pochodne platynowe, przynosi marginalne korzysci terapeutyczne. Wiaze
si¢ to ze skomplikowang strukturg nowotworu i jego biologii na poziomie molekularnym,
obejmujace;j transkrypcje, ekspresj¢ protein czy Sciezki sygnalowe. Przede wszystkim jednak
wysoce heterogeniczny i zlozony z wioknistych skladnikéw zrgb nowotworu ogranicza
efektywno$¢ lekéw przeciwnowotworowych przez uposledzenie transportu leku do
nowotworu i jego szybki metabolizm (dezaktywacje). Jako metode przezwyciezenia (lub
zlagodzenia) tych probleméw Autor wskazal zastosowanie kombinacji istniejacych lekéw z
innymi substancjami hamujacymi proliferacj¢ oraz uzycie systemu docelowego transportera
leku, co powinno wpltynaé dodatnio na efekt farmakologiczny. Konkretyzujac te¢ koncepcije,
Autor sformulowat ogélny cel pracy, ktéry obejmowal uzycie potgczen naturalnych wraz z
istniejgcymi cytostatykami, oraz zastosowanie liposomoéw, jako transporteréw tych lekéw.
Realizacja zalozonego celu miata prowadzi¢ do poprawy farmakodynamiki, farmakokinetyki i
biodostgpnosci lekow, zwigkszenia ich stgzenn w komérkach nowotworowych i synergizmu
skladnikéw, a tym samym zapewni¢ bardziej skuteczna walke z nowotworem. Planujac
uzycie w badaniach zwigzkéw naturalnych o wlasciwosciach cytotoksycznych, na podstawie
przegladu literatury przedmiotu Autor wybral trzy substancje, a mianowicie kurkumine
(CUR), kapsaicyng (CAP) i kwas alfa liponowy (ALA). Substancje te, znane od dawna w
medycynie naturalnej, charakteryzuja si¢ zréznicowanym wplywem na mechanizmy
molekularne nowotwor6w i atakujg rézne drogi sygnalowe w komoéree, prowadzac ostatecznie
do apoptozy komorki nowotworowej (CUR i CAP). ALA pelni natomiast funkcje
zmiatacza/generatora  wolnych rodnikéw. Jakkolwiek wszystkie wybrane substancje sa
nierozpuszczalne w wodzie, wykazuja staba biodostepnos¢ i ograniczong trwato$¢ w
organizmach zywych, to zastosowanie liposoméw powinno zlikwidowaé ten problem. Jako
drugi skladnik badanej kombinacji lekéw uzyto znanych i stosowanych szeroko
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antybiotykéw antracyklinowych, a mianowicie doksorubicyny (DOX), epirubicyny (EPI) i
nowego antybiotyku WP 744, od niedawna wprowadzonego do kliniki w leczeniu ztosliwych
glejakow moézgu. Antybiotyki te, o zréznicowanej aktywnosci przeciwnowotworowe;j,
dziataja poprzez inhibicj¢ topoizomerazy II, a ich gtéwne wady to kardiotoksycznos¢ i rozwoj
opornosci wielolekowej (MDR). Takze i w tym przypadku przewidziano, ze zastosowanie
liposom6éw poprawi indeks terapeutyczny chemoterapeutykéw. Przed przystapieniem do
opisu prac eksperymentalnych i ich wyniku, Autor oméwit szczegétowo problem liposoméw.
W dysertacji przedstawiono budowg i metody otrzymywania liposoméw, ich klasyfikacje,
stabilizujacg rol¢ wbudowywanych czasteczek cholesterolu oraz pasywne i aktywne metody
zamykania czgsteczek lekow w liposomach. W szczegélnosci Autor skupit swg uwage na
problemie stabilnosci liposoméw w krwiobiegu. Konwencjonalne liposomy, zbudowane z
obojetnych lub naladowanych ujemnie fosfolipidéw i cholesterolu sa szybko usuwane przez
fagocyty, podczas gdy tzw. ,stealth liposomes” pokryte glikolem polietylenowym
(PEG)(PEGylowane) unikdjg zmasowanego ataku fagocytéw, przez co ich okres trwania w
krwiobiegu jest znacznie dtuzszy. Ten wlasnie rodzaj liposoméw nadaje sie szczegélnie do
uzycia w terapii nowotworéw, bowiem z uwagi na nienormalng budowe unaczynienia guza
nowotworowego i przepuszczalnos¢ naczyn, dtugo krazace liposomy przedostaja si¢ z naczyn
do tkanki nowotworowej i tam kumulujg (efekt EPR) w stopniu znacznie wiekszym, niz lek
wolny. Poprawia to zdecydowanie efekt terapeutyczny i zmniejsza toksycznosé 0golng
chemoterapeutyku.

Koficzac rozwazania teoretyczne, Autor przedstawil ostateczny, szczeg6lowy cel
badan, obejmujacy uzycie liposom6w jako transporteréw wybranych substancii naturalnych i
antybiotykow  antracyklinowych, co powinno doprowadzi¢c do poprawy efektu
cytotoksycznego w stosunku do linii raka trzustki in vitro. Praktyczna realizacja tego celu
polegata na wytworzeniu form liposomowych wybranych lekéw i substancji naturalnych,
bazujgc na metodach istniejacych lub nowych, optymalizacji charakterystyki fizycznej tych
form, zbadaniu cytotoksycznosci na komoérkach raka trzustki i wyborze najlepiej dzialajacych.
Zaplanowane badania miaty zakoriczy¢ si¢ studiami nad mechanizmem dziatania kurkuminy i
okresleniem efektéw farmakologicznych zwigzanych z zastosowaniem kombinacji
liposoméw.

W czesci opisujacej prace eksperymentalne przedstawiono sposéb otrzymania
liposoméw ,,stealth” z fosfatydylocholiny pochodzacej z soi (SPC) lub jej uwodornionego
analogu (HSPC) i pochodnej glikolu polietylenowego DSPE-PEGao0 przez liofilizacje
roztworéw i hydratacj¢ filmu fosfolipidowego. W wytworzonych liposomach zamknieto
naturalne zwiazki CUR, CAP i ALA metodg pasywna, przy czym w niektére liposomy
wbudowano czasteczki cholesterolu. Z kolei antybiotyki antracyklinowe DOX, EPI i WP744
zostaly zamknigte w liposomach metods aktywna, z uzyciem roztworéw askorbinianu,
siarczanu lub wersenianu amoniowego, jako sily napgdowej. Warto dodaé, ze liposomy
zawierajgce WP744 zostaly otrzymane po raz pierwszy. Wszystkie wytworzone liposomy
zostaly scharakteryzowane przez wyznaczenie wielkoéci i jej rozrzutu, morfologii, potencjatu
zeta i wydajnosci zamykania lekéw w liposomach (enkapsulacji EE). Nastepnie okreslono
stabilno$¢ liposoméw i ich trwalos¢ ex vivo w plazmie ludzkiej. Na podstawie
przeprowadzonych badan liposoméw zawierajacych zwigzki naturalne CUR, CAP i ALA,
wyselekcjonowano  formy liposomowe o najlepszych wlasciwosciach, a mianowicie

2



Prof. dr hab. tukasz Kaczmarek
Instytut Farmaceutyczny

Ul. Rydygiera 8, 01-793 Warszawa

Tel.: (22) 456 39 21; kom.: 695 755 156
l.kaczmarek@ifarm.eu

niewielkich rozmiarach, waskim rozrzucie wielkosci czastek, prawie neutralnym potencjale
zeta i wysokiej wydajnosci enkapsulacji. Formy te, to nie zawierajace cholesterolu (ktéry
powodowal gwaltowny spadek EE), PEG-ylowane liposomy zbudowane z HSPC, DSPE-
PEG2000 i CUR, CAP albo ALA w stosunku 9.0:0.5:0.5, oznaczone jako Hcurs, Hcaps i Havas.
W odr6znieniu od form konwencjonalnych, nowe formy liposomowe o dhugim czasie trwania
w ukladzie krwiono$nym, bedace przedmiotem dysertacji, wykazuja wlasciwosci fizyczne
pozwalajace przewidywaé wysoki efekt EPR, a w konsekwencji oczekiwaé wysokiej
aktywnosci przeciwnowotworowej. Wyselekcjonowane formy liposomowe zostaty poddane
ocenie ich cytotoksycznosci w stosunku do linii nowotworéw trzustki AsPC-1 i BxPC-3. Jak
stwierdzono w badaniach wstgpnych, same liposomy oparte na SPC, nie zawierajgce leku,
wykazujg efekt cytotoksyczny. Spowodowalo to wyeliminowanie tej klasy liposoméw z
dalszych prac. Przeprowadzona ocena cytotoksycznosci wybranych form liposomowych
wykazala zréznicowany stopief dzialania przeciwnowotworowego, a mianowicie Hcurs
dzialala na obie linie nowotworowe, za$ Hcaps i Havas tylko na lini¢ AsPC-1, przy czym
formy liposomowe posiadaly znacznie wyzsza aktywno$é przeciwnowotworowa, niz
odpowiednie ~ wolne  substancje. =~ Wszystkie formy liposomowe  antybiotykow
antracyklinowych wykazywaty dzialanie cytotoksyczne w stosunku do obu linii
nowotworowych, przy czym aktywnos¢ form EPI i WP744 przewyzszala aktywnos$¢ formy
DOX. Co ciekawe, formy liposomowe, ktére wytworzono z uzyciem askorbinianu
amoniowego okazaly si¢ bardziej aktywne, niz wytworzone z pomoca pozostatych soli
amoniowych. Efekt ten przypisano dziataniu synergicznemu kwasu askorbowego.

Na zakoriczenie Autor wykonat prace eksperymentalne, ktére mialy na celu
podsumowanie projektu i ktére odpowiadaty na dwa pytania, a mianowicie: w jaki sposéb
najciekawsza z punktu widzenia wykonanych badan forma liposomowa CUR indukuje
apoptoz¢ w komérkach nowotworowych, oraz jaki efekt przeciwnowotworowy osiaga sie
przez zastosowanie kombinacji liposoméw zawierajacych antybiotyki antracyklinowe z
liposomami zawierajgcymi zwigzki naturalne CUR, CAP i ALA.

Badania przeprowadzone w celu rozwiazania pierwszego zadanego problem, a
mianowicie indukcji apoptozy przez liposomowa form¢ CUR wykazaly, ze generuje ona
wewnatrzkomérkowe reaktywne formy tlenu (ROS), przy czym znacznie dtuzej, niz wolna
CUR. Swiadczy to o wickszej trwalosci czasteczki zawartej w liposomie, co potwierdza
zalozenia przyjete na poczatku pracy. Druga droga, prowadzaca do apoptozy komérki, to
wykazana zdolno$¢ formy liposomowej CUR do aktywacji kaspazy 3/7.

Ostatnie badania, podsumowujace podstawowe zalozenia przyjgte w pracy, to
sprawdzenie efektu zastosowania terapii przeciwnowotworowej kombinacji form
liposomowych chemoterapeutykéw antracyklinowych i zwigzkéw naturalnych. Wystapienie
zjawiska synergii, wywolanego atakiem obu sktadnikéw kombinacji na rézne mechanizmy
molekularne nowotworu, stanowi efekt pozadany nie tylko z punktu widzenia efektywnosci
terapeutycznej, ale takze z uwagi na zmniejszenie toksycznosci chemoterapeutyku. Uzyskane
wyniki w badaniach in vitro na komoérkach obu nowotworéw trzustki wykazaly istotnie efekt
synergii w niektérych przypadkach (np. forma liposomowa CUR z formami liposomowymi
DOX i EPI utworzonymi z uzyciem askorbinianu amoniowego oraz z forma liposomowsa
WP744 wobec obu linii nowotworowych albo forma liposomowa CAP i ALA z forma
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liposomowa WP744 wobec linii AsPC-1.), co potwierdza oczekiwania Autora przedstawione
na wstegpie rozprawy.

Podsumowujgc, nalezy stwierdzi¢, ze Autor osiggngt zaplanowane cele pracy
doktorskiej. W badaniach dowidéd!, ze enkapsulacja potencjalnych lekéw w liposomach o
dlugim okresie trwania w krwiobiegu zwicksza trwalo§é lekéw i ich wiasciwosci
przeciwnowotworowe w stosunku do linii nowotworowych trzustki. Badania te poprzedzita
synteza PEGylowanych liposoméw zawierajacych CUR, CAP albo ALA i selekcja
najlepszych z punktu widzenia stabilnosci, wiasnosci fizycznych i wydajnosci enkapsulacii.
Synteza kolejnej grupy liposoméw, zawierajacych antybiotyki antracyklinowe, pozwolita na
zbadanie efektu cytotoksycznego kombinacji liposoméw zawierajacych naturalne substancje
o wilasciwosciach przeciwnowotworowych z liposomowymi formami tych antybiotykéw. W
wigkszosci przypadkéw osiagnigto efekt synergizmu lub addytywnosci, co potwierdzito
zalozenia uzyskania korzystnego efektu farmakologicznego przez zastosowanie wymienionej
kombinacji liposoméw. Badanie te moga si¢ w przyszloéci przyczynié do poprawy efektow
terapii nowotwor6w trzustki.

Praca zawiera wyczerpujgce uzasadnienie podjgtych badan i staranng analize
literaturowa, obejmujacg zaréwno dotychczasowy stan terapii nowotworéw trzustki jak i
charakterystyk¢ tych nowotworéw i mechanizméw molekularnych ich funkcjonowania.
Analizujac przyczyny niepowodzenia terapii nowotworéw trzustki, Autor stawia hipoteze
uzycia kombinacji form liposomowych lekéw i substancji naturalnych o wiasciwosciach
przeciwnowotworowych i przedstawia przeglad literaturowy dotyczacy otrzymywania,
budowy i klasyfikacji liposoméw oraz ich zastosowania, jak réwniez substancji naturalnych i
chemoterapeutyk6w nadajacych si¢ do wykorzystania w zaplanowanych badaniach.

Zaréwno cel pracy, jak i plan dziatania sa jasne i logiczne. Opis prac jest przejrzysty i
konsekwentny. Praca doktorska jest napisana starannie, cho¢ Autor nie unikngl bledow w
Tabelach 4 i 5 (str. 50 i 51), gdzie zawartos¢ cholesterolu w kompozycjach liposoméw nie
zawsze koreluje z odpowiednim typem liposomu.

Na zakonczenie nalezy podkreslié, ze wyniki badan bedacych przedmiotem
recenzowanej dysertacji zostaty opublikowane w postaci jednej publikacji w PLOS ONE
(Open Access Journal), i przedstawione na szesciu krajowych i miedzynarodowych
konferencjach.

Calo$¢ recenzowanej pracy $wiadczy o odpowiednim przygotowaniu Doktoranta do
prowadzenia badan naukowych i spelnia wymagania ustawy o stopniach i tytulach
naukowych. Na tej podstawie wnioskuj¢ o dopuszczenie Pana mgr Mohameda Sulimana
Mahmuda do dalszych etapéw przewodu doktorskiego w sprawie nadania stopnia naukowego
doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biotechnologia.
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